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NOUVEAUX SELS DE METAUX BIVALENTS DE L'ACIDE N, N-DI(CARBOXYMETHYL)AMINO-2 CYANO-3 
CARBOXYMETHYL-4 CARBOXY-5 THIOPHlNE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LES COMPOSI- 
TIONS PHARMACEUTIQUES LES RENFERMANT 



TO 



La prdsente invention a pour objet de nouveaux sels de m&aux bivalents de I'acide N, N-di- 
(carboxymethyl)amino2 cyano-3 carboxymgthyl-4 carboxy-5 thiophene, leur precede de preparation et les 
compositions pharmaceutiques ies refermant. 

Elle concerne done les sels de mStaux bivalents de I'acide N, N-di(carboxym6thyl)amino-2 cyano-3 
carboxymethyl-4 carboxy-5 thiophene de formule g£n6ra!e I : 



(-)OOC-CH2 
(-)OOC 



CN 



N 



/ CH2-C00(-> 
\ CH2-C00(-) 



2 M (+♦) 
(I) 



75 



dans laquelle M repr^sente un metal bivalent tel que strontium, calcium ou magnesium. 

La prSsente invention a Sgalement pour objet le proc&te de preparation des sels de formule g^n^rale I 
caracterise en ce que : Ton utilise comme mati&re premiere le tetraester de formule II : 



20 



H5C2O0C-H2C 
H5C2OOC 



CN 



N 



y CH2-COOC2H5 
> CH2-COOC2H5 



(II) 



25 



lequei est : 

a) soit chauffe & reflux, en presence de soude, en milieu hydroalcoolique puis hydrolysS en milieu acide 
pour donner Pacide de formule lil : 



30 



H00C-H2C 
HOOC 



CN 



N 



/ CH2-COOH 
\ CH2-C0OH 



(III) 



que Ton fait reagir, en milieu aqueux, avec I'hydroxyde de formule g§n6ra!e (IV) : 
M(OH) 2 (IV) 

dans laquelle M a la signification pr6c6demment dSfinie; 

b) soit chauffe a reflux dans un melange 50/50 en volume d'une solution normale de soude et d'ethanol 
afin d'obtenir, apres distillation des solvants, le sel t&rasodique de formule V 



40 



46 



50 



NaOOC-H2C 



NaOOC 



CN 



N 



/ CH2-C00Na 
\ CH2-C00Na 



(V) 



que Ton traite par une solution aqueuse de chlorure de formule VI : 
M Cl 2 (VI) 

dans laquelle M a la signification precSdemment d^finie ; 

c) soit chauffe a reflux, en milieu hydroalcoolique, avec I'hydroxyde de formule g6n§rale IV pr£c£dem- 
ment dSfinie. 

Ces trois m£thodes ne sont en fait que les variantes d'un meme proced£ qui consiste & preparer les 
sels de formule I a partir du tetraester de formule II soit directement (cas C) soit en isolant intermedial re- 
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ment le tetracide de formule III (cas a) ou le sel tetrasodique de formule V (cas b). 

La matiere premiere de formule II est decrite dans la literature (cf. M. Wierzbickl et al. Bull. Soc. Chim. 

(1975) pages 1786-92). 

L'acide N, N-di(carboxym&hyl)amino-2 cyano-3 carboxyrrtethyl-4 carboxy-5 thioph§ne de formule III est 
un produit nouveau qui peut §tre utilise comme matfere premiere dans I'industrie chlmique et pharmaceuti- 
que. notamment dans la synthase des sels de rrtetaux bivalents de formule I. II est done, k ce titre, inclus 

dans la presente invention. 

Les sels de m&aux bivalents de formule I possedent des proprieties pharmacologiques et therapeuti- 
ques interessantes, notamment des propri&es anti-osteoporotiques remarquables, qui, de ce fait, permet- 
tent leur utilisation comme medicament notamment dans le traitement des maladies osseuses. lis peuvent 
Sgalement etre utilises dans le traitement du vieillissement cutanS et vasculare, des affections rtepatiques 

et des affections dentaires. 

II est connu, de I'dtat anterieur de la technique que certains sels de metaux bivalents sont utilisables en 
tlterapeutique notamment dans le traitement des maladies osseuses. Par exemple, certaines publications de 
la literature, notamment Gastineau, Poc. Staff. Meetings Mayo Clinic 35 , 105-11 (1960) ; Skoryna, Can. 
Med. Assoc. 125 (7), 702-12 (1981), Skoryna, Trace Subst. Environ. Health 18 , 3-23 (1984) - font etat de 
I'activite des lacfate, gluconate et carbonate de strontium dans le traitement de I'osteoporose. 

Les sels de metaux bivalents de la presente invention, outre le fait d'etre nouveau vis h vis des sels 
prealablement cites, presentent par rapport & ces demiers, des avantages surprenants, notamment une 
meiileure biodisponibilite, ce qui permet d'administrer des doses chimiques moindres lors du traitement de 
I'osteoporose. 

La presente invention a egalement pour objet les compositions pharmaceutiques contenant comme 
principe actif un des sels de formule I, nrtelangd ou associe & un excipient pharmaceutique appropriS, 
comme par exemple, Peau distille, le glucose, le lactose, I'amidon, le talc, I'&hyl cellulose, le stearate de 

magnesium ou le beurre de cacao. 

Les compositions pharmaceutiques ainsi obtenues se presentent g#n£ralement sous forme dosSe et 
peuvent contenir de 200 h 300 mg de principe actif. Elles peuvent revetir la forme de comprimes, dragees, 
gSlules, solutions buvables, solutions injectables ou suppositoires, et etre, selon les cas, administrees par 
voie orale, rectale ou parenteral & la dose de 200 a 300 mg 2 a 4 fois par jour. 

Les exemples suivants illustrent ^invention. 



Exemple 1 : 



Synthese du sel distrontique de I'acide N, N-di(carboxymethyl)amino-2 cyano-3 carboxymethyl-4 carboxy-5 
thiophene " 



a) premiere methode : 

^^^m ^ ^^^a^^^^^B ^^^^^^^^^^^^^^ * 

1 mole (454,5 g) de tetraester ethylique de I'acide N, N-di(carboxym6thyl)amino-2 cyano-3 
carboxymethyl-4 carboxy-5 thiophene est portee a reflux dans un melange de 4 litres d'ethanol, 5 I d'une 
solution normale de soude et 4 litres d'eau, pendant environ 3 heures. 

L'alcool est ensuite distille ; le milieu aqueux, refroidi est additionne k 1.250 ml de solution 4N d'HCl. et 
le tout-est precipite sur 30 litres d'acetone. On filtre le chlorure de sodium, distille I'acetone et traite la 
solution aqueuse par de la resine sulfonique regenerde en cycle (H (+) jusqu'Si disparition du sodium dans la 
solution. On Svapore & sec et recristallise le risidu, dans Tether ethylique puis le tetrahydrofuranne ou 
I'acetone. On obtient ainsi I'acide pur, §ventuellement cristallisS avec le solvant (26 % de solvant dans le 
cas du tetrahydrofuranne et 11 % dans le cas de I'acetone) et correspondant h 240 g d'acide pur 
(rendement : 70 %). 

On additionne dans 660 ml d'eau. Equivalent solvate de 34,2 g (0,1 mole) d'acide. On distille le solvant 
organique sous vide k 20* C. A la solution aqueuse restante on ajoute 53,14 g d'hydroxyde de strontium, 
8H 2 0. On filtre, laisse cristalliser pendant 24 a 48 heures, puis filtre. 

On obtient ainsi I'octahydrate du sel distrontique de I'acide N, N-di(carboxym<§thyl) amino-2 cyano-3 
carboxymethyl-4 carboxy-5 thiophene, Jequel, par sechage sous courant d'ahr sec donne I'heptahydrate. 

Apres sechage de ce dernier, sous pression reduite (10 mm) a 55* C, on obtient le tethrahydrate 
correspondant. 
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L'acide libre peut Sgalement §tre recristallise directement avec lather ethylique. Dans ce cas, il 
cristallise avec 4 % d'ether. 

Les caracteristiques physiques des produits ainsi prepares sont : 
- Aclde (ether) : 
IR v (OH) : 2000 et 3700 cm" 1 
v (CN) : 2220 cm- 1 
v (CO) : 1680 et 1720 cm" 1 
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RMN 4H - N 



y CJJ2-C00H 



CJJ2-C00H 



8:4,4 ppm 



75 



20 



2H 



HOOC 



8:3,9 ppm 



- octahydrate : 

IR v (CN) : 2206 cm" 1 
25 - heptahydrate : 
IRv(CN) :2210 cm" 1 
v(COO-): 1500 -1700 cm" 1 

- tetrahydrate : 

IR v (CN) : 2200 et 2220 cm" 1 
30 v (COO") : centree a 1580 cm" 1 
RMN 4H - 6 : 4,4 ppm 
2H - 6 " : 3,9 ppm 



35 d) Deuxfeme methode 

Une mole de tetraester ethylique de I'acide N, N-di(carboxmm6thyl)amino-2 cyano-3 carboxymethyl-4 
carboxy-5 thiophene est portee a reflux dans un melange de 4 litres de soude normale et 4 litres d'£thanol 
pendant environ 4 heures. 

40 On veirifie par RMN la disparition des groupements esters. Dfcs qu'elle est totale, on distille I'ethanol et 
la majorite de I'eau (jusqu'& un volume d'un litre) sous vide, au bain-marie. L'huile obtenue est precipitee 
dans 20 litres d'ethanol. Le sel de sodium obtenu est filtre puis s£ch£ sous vide k 50* C. 

Une mole de sel t£trasodique est dissoute dans 4 litres d'eau. La solution filtree est ajoutee a une 
solution de 2 moles de chlorure de strontium dans 4 litres d'eau. Le tout est homogeneise rapidement puis 
45 laissS au repos 24 heures. 

On filtre le sel form6. qui est le sel distrontique, sous forme octahydrate, de I'acide N, N-di- 
(carboxym£thyl)amino-2 cyano-3 carboxymethyl-4 carboxy-5 thiophene. 

50 c) Troisieme methode 

On porte h reflux pendant environ une heure, un melange de 1 mole de tetraester ethylique de I'acide 
N, N-di(carboxymethyl)amino-2 cyano-3 carboxymethyl-4 carboxy-5 thiophene, deux moles d'hydroxyde de 
strontium, 4 litres d'eau et 4 litres d'ethanol. 
55 On distille ensuite I'ethanol,' porte la solution aqueuse a 100* C, filtre & chaud. lave le r£sidu avec 
quelques dizaines de ml d'eau et filtre I'octahydrate du sel distrontique de I'acide N, N-di(carboxymethyl)- 
amino-2 cyano-3 carboxym6thyl-4 carboxy-5 thiophene, ainsi obtenu. 

En operant, comme dans la premiere methode, les heptahydrate et tetrahydrate du sel distrontique de 
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I'acide N, N-di(carboxymethyl) amino-2 cyano-3 carboxymethyl-4 carboxy-5 thioph&ne ont ete pre>ar6s a 
partir de I'octahydrate obtenu selon les deuxieme et troisieme me*thodes ci-dessus 



5 Exempie 2 



Etude pharmacologique 



TO 



75 
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a) Propri&e's anti-rgsorbantes 

Des propriety anti-r£sorbantes osseuses ont ete mises en evidence sur les calvaria de souris selon un 
modele inspire de la methode d<§crite par REYNOLDS et DINGLE - A sensitive in vitro method for studying 
the induction and inhibition of bone resorption, Calc. Tiss. Res., 4 , 339-349 (1970). 

En bref, le relargage du Ca* 5 prealablement incorpore* a Pos par injection sous-cutan6e a I'animal, est 
mesure* au bout de 48 heures de culture des calvaria en presence ou non du principe actif. 

Ainsi, en utilisant le se! distrontique heptahydrate de I'acide N, N-di(carboxymethyl)amino-2 cyano-3 
carboxym<§thyl-4 carboxy-5 thioph&ne, prfpard selon I'exemple 1 t dans revaluation de ia resorption osseuse 
sur calvaria de souris, on a obtenu les resultats suivants : 



25 



Concentration M 


n 


T6moin 


Traite 


Signification 
statistique 


% variation 


Sel 


Sr 


5.1 0~ 5 


10-* 


15 


11,22 ± 0,33 


1 1 ,00 ± 0,26 


NS 


- 1 ,4 % ± 2,3 


10-* 


2. 10" 4 


36 


1 1 ,63 ± 0.26 


10,96 ±0,20 


*» 


-5,0% ± 1,6 


5.1 0~* 


10~ 3 


13 


13,25 ±0,26 


10,95 ±0,21 


tarn 


-17,1 %±1,7 


8.1 0~* 


1,6.10-3 


14 


1 1 ,86 ± 0,44 


9,35 ± 0,31 


MM 


- 20,9 % ± 1 ,6 


10" 3 


2.10-3 


14 


14,38 ±0,39 


10,30 ±0,34 




- 28,1 % ± 2,0 



30 
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Sel = sel distrontique heptahydrate de I'acide N, N-di(carboxymethyl)amino-2 cyano-3 
carboxym6thyl-4 carboxy-5 thiophene 



n = nombre de caivaria/lot 



40 



moyenne ± erreur standard 



comparison statistique par test de t pour series appariees NS : P>0,05 ; " : P<0,01 ; 
P<0,001 



45 



50 



Ces resultats se traduisent par la courbe ci-apres : 
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ACTIVITE DUD IT SEL SUR LA RESORPTION OSSEUSE B AS ALE IN VITRO 

(calvaria de sour is) 



% dt variation 



70 



75 



20 



25 



30 



- I (15) 



-10 



20 



•30 



-40 




5.10* 



10* 



y ■ 26,23 x + 1,65 
r« 0.988 (**) 



S.HH 



1.104 



(14) 




101 



concentration 
du sel en mol/t 



35 



( ) nombre de calvaria 6tudi6s 

moyenne ♦ erreur standard 

comparaison statlstique par test de t pour series appar!6es 

NS : P>0 f 01 ; *• : P<0,01 ; •« : P<0,001 



b) Biodisponibiltt£ 

Elle results de I'etude de la cinetique serique du strontium aprfcs administration orale chez le rat du sel 
distrontique heptahydrate de I'acide N, N-di(carboxymethyi)amino-2 cyano-3 carboxymethyl«4 carboxy-5 
thioph§ne, prepare selon I'exemple 1 . 

Apres administration orale unique de 50 mg/kg (en equivalent strontium) de sel distrontique heptahydra- 
te de Pacide N, N-di(carboxymethyl)amino-2 cyano-3 carboxymethyl-4 carboxy-5 thiophene, le strontium est 
absorb^ avec une biodisponibilite absolue de 36,3 % ; cette dernfere 6tant calcutee & partir de celle 
(admise comme etant de 100 %) du chlorure de strontium par voie IV. 
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15 



20 



Revendications 

1- Les seis de metaux bivalents de Pacide N, N-di(carboxymethyl)amino-2 cyano-3 carboxym&hyl-4 
carboxy-5 thioph&ne de formule g£n4rale I : 

1-J00C-H2C — Tj |-i — CN 

/ CH2-C00C-) , % 

( .)00C — JJ- N , , 2 M M 

N CH 2 -C00(-> 



dans laquelle M repr^sente un m6tal bivalent tel que strontium, calcium ou magnesium. 

2. Le sel distrontique de Pacide N, N-di(carboxymethyl)amino-2 cyano-3 carboxym£thyl-4 carboxy-5 

thiophfcne sous forme d f octahydrate, d'heptahydrate et de tetrahydrate. 

a L'acide N, N-di(carboxym6thyl)amino-2 cyano-3 carboxym6thyl-4 carboxy-5 thioph&ne. 

4. Le proc6d6 de preparation des sels de metaux bivalents de la revendication 1 , caracterisS en ce que Ton 

utilise comme matiere premiere le t&raester de formule ii : 



H5C200C-H2C 
H5C2OOC 



CN 




N 



/ CH2-COOC2H5 
\ CH2-COOC2H5 



(ID 



25 



30 



lequei est : 

a) soit chauffS & reflux, en presence de soude, en milieu hydroalcoolique puis hydrolyse en milieu acide 
pour donner Pacide de formule III : 



H00C-H2C 
H00C 



CN 



N 



/ CH2-C00H 



CH 2 -C00H 



(III) 



que Pon fait reagir, en milieu aqueux, avec Phydroxyde de formule generate (IV) : 
35 M(OH) 2 (IV) 

dans laquelle M a la signification d4finie dans la revendication 1 ; 

b) soit chaufte h reflux dans un melange 50/50 en volume d'une solution nbrmale de soude et d'ethanol 
afin d'obtenir, aprfcs distillation des soivants, le sel t&rasodique de formule V 



45 



40 NaOOC-H2C — p- — CN 

/ CH2-C00Na 

N (V) 

\ CH 2 -C00Na 



NaOOC 



que Pon traite par une solution aqueuse de chlorure de formule VI : 
M Cl 2 (VI) 

dans laquelle M a la signification d£finie dans la revendication 1 ; 

c) soit chauffe & reflux, en milieu hydroalcoolique, avec Phydroxyde de formule g$n6rale IV pr6cedem- 
50 ment dSfinie. 

5. Les compositions pharmaceutiques contenant, comme principe actif, un sel de la revendication 1, avec 
des excipients pharmaceutiques appropries. 

6. Les compositions pharmaceutiques contenant comme principe actif, le sel de la revendication 2, avec 
des excipients pharmaceutiques appropries. 

55 7. Les compositions pharmaceutiques selon les revendications 5 et 6, presentees sous une forme 
convenant notamment pour le traitement des maladies osseuses, du vieillissement cutand et vasculaire, des 
affections hepatiques et des affections dentaires. 
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Revendications pour I'Etat contractant suivant: GR 



1- Le procede de preparation des sels de metaux bivalents de I'acide N, N-di(carboxym6thyl)amino-2 
cyano-3 carboxymethyl-4 carboxy-5 thioph&ne de formula generate I : 



(-)00C-H2C 
(-)OOC 



CN 



N 



/ CH2-C00(-> 
\ CH2-C00(-) 



2 M (~) 
(I) 



dans laquelle M represente un metal bivalent tel que strontium, calcium ou magnesium, caract£rise en ce 
que Ton utilise comme matlere premiere le tetraester de formule II : 



H5C200C-H2C 
H5C2OOC 



CN 



N 



/ CH2-COOC2H5 
\ CH2-COOC2H5 



(ID 



lequel est : 

a) soit chauffe h reflux, en presence de soude, en milieu hydroalcooiique puis hydrolyse en milieu acide 
pour donner I'acide de formule III : 



H00C-H2C 
HOOC 



CN 



N 



/ CH2-COOH 
\ CH2-C00H 



(III) 



que I'on fait reagir, en milieu aqueux, avec I'hydroxyde de formule generate (IV) : 
M(OH) 2 (IV) 

dans laquelle M a la signification definie precedemment ; 

b) soit chauffe h reflux dans un melange 50/50 en volume d'une solution normale de soude et d'ethanol 
afin d'obtenir, apres distillation des solvants, le sel tetrasodique de formula V 



NaOOC-H2C 



NaOOC 



CN 



N 



/ CH2-C0ONa 
\ CH2-C00Na 



(V) 



que Ton traite par une solution aqueuse de chlorure de formule VI : 
M Cl 2 (VI) 

dans laquelle M a la signification definie precedemment ; 

c) soit chauff^ h reflux, en milieu hydroalcooiique avec I'hydroxyde de formule gdnerale IV precedem- 
ment definie. 

2. Le procede* selon la revendication 1 , pour preparer le sel distrontique de I'acide N, N-di(carboxymethyl)- 
amino-2 cyano-3 carboxymethyl-4 carboxy-5 thiophene sous forme d'octahydrate, d'heptahydrate et de 
tetrahydrate. 

3. Le procede de preparation de I'acide N, N-di(carboxymethyl) amino-2 cyano-3 carboxymethyl-4 carboxy- 
5 thiophene caracterise en ce que : le tetraester de formule II definie dans la revendication 1, est chauffe & 
reflux, en presence de soude, en milieu hydroalcooiique, puis hydrolyse en milieu acide pour donner I'acide 
de formule III definie dans la revendication 1, lequel acide est un produit nouveau utilise comme 
intermediaire de synthese pour preparer, selon les revendications 1 et 2, les sels de formule I definie dans 
la revendication 1 . 

Revendications pour TEtat contractant suivant: ES 
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1- Le precede de preparation des sels de metaux bivalents de I'acide N, N-di(carboxymethyl)amino-2 
cyano-3 carboxymethyl-4 carboxy-5 thiophene de formule generale I : 



(-)00C-H2C 
(-)OOC 



CN 



N 



y CH2-C00(") 
CH2-C00(-) 



2 M (+♦) 
(I) 



dans laquelle M repr4sente un mdtal bivalent tel que strontium, calcium ou magnesium, caracterise en ce 
que Ton utilise comme matfere premiere le tetraester de formule II : 



H5C200C-H2C 
H5C2OOC 



CN 



N 



/ CH2-COOC2H5 
\ CH2-COOC2H5 



(ID 



lequel est : 

a) soit chauffe a reflux, en presence de soude, en milieu hydroalcoolique puis hydrolysS en milieu acide 
pour donner Pacide de formule ill : 



H00C-H2C 
HOOC 



CN 



N 



/ CH2-COOH 

CH2-C00H 



(III) 



que Ton fait nSagir, en milieu aqueux, avec Phydroxyde de formule generale (IV) : 
M(OH) 2 (IV) 

dans laquelle M a la signification definie prScedemment ; 

b) soit chauffe a reflux dans un melange 50/50 en volume d'une solution normale de soude et d'Sthanol 
afin d'obtenir, aprds distillation des solvants, le sel fetrasodique de formule V 



Na00C-H2C 



NaOOC 



CN 



N 



/ CH2-C00Na 
X CH2-C0ONa 



(V) 



que Ton traite par une solution aqueuse de chlorure de formule VI : 
M Cl 2 (VI) 

dans laquelle M a la signification definie pr£c6demment ; 

c) soit chauffe a reflux, en milieu hydroalcoolique, avec Phydroxyde de formule generate IV pr6c6dem- 
ment definie. 

2. Le procSde selon la revendication 1 , pour preparer le sel distrontique de I'acide N, N-di(carboxynrfethyl)- 
amino-2 cyano-3 carboxynfethyl-4 carboxy-5 thiophfene sous forme d'octahydrate, d'heptahydrate et de 
tetrahydrate. 

3. Le precede de preparation de I'acide N, N-di(carboxymethyl) amino-2 cyano-3 carboxyrrfethyl-4 carboxy- 
5 thiophene caracferis6 en ce que : le tetraester de formule II definie dans la revendication 1, est chauffe a 
reflux, en presence de soude, en milieu hydroalcoolique, puis hydrolyse en milieu acide pour donner Pacide 
de formule III definie dans la revendication 1, lequel acide est un produit nouveau utilise comme 
intermediate de synthase pour preparer, selon les revendications 1 et 2, les sels de formule I definie dans 
la revendication 1. 
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